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L'ATP et 1'adenosine extracellulaire exercent des effets
physiologiques importants sur Ie coeur des mammiferes.
L'adenosine est un agent dilatateur dans les arteres coronaires
tandis que 1'ATP peut etre soit vasodilatateur ou vasoconstricteur
selon son site d'action. L'adenosine et 1'ATP exercent egalement
des effets electrophysiologiques tel que 1'effet chronotrope negatif,
1'effet dromotrope negatif et 1'effet inotrope negatif. Le controle
de la concentration des nucleotides extracellulaires est fait par des
ectonucleotidases tel que des ATPases, ADPases et la 5'-
nucleotidase. Les activites ATPasique et ADPasique ont depuis
longtemps ete mises en evidence dans les cellules cardiaques. La
presence de ces deux types d'activites a la surface des
cardiomyocytes a permis d'enoncer 1'hypothese suivante: Une
ATP-diphosphohydrolase (ATPDase: EC 3.6.1.5) est responsable
de 1'activite ADPasique presente a la surface des cellules
cardiaques. L'hypothese repose en grande partie sur Ie fait que
cette enzyme a ete mise en evidence dans les vaisseaux sanguins.
L'ATPDase, aussi appelee apyrase, est une enzyme responsable de
1'hydrolyse sequentielle des groupements y et P phosphate des
triphospho-et diphosphonucleosides. Dans Ie cas present, une
ATPDase a ete purifiee dans les cellules ventriculaires du coeur de
boeuf selon une procedure deja utilisee pour les cellules
musculaires lisses de 1'aorte et pour les grains de zymogene du
pancreas de pore. La procedure de purification comprenait les
etapes suivantes: une centrifugation differentielle, une
centrifugation sur coussin de sucrose, une solubilisation avec Ie
Triton X-100, des chromatographies sur colonne echangeuse
d'anions DEAE-agarose, sur colonne Affi-Gel bleu et sur colonne
de Concanavaline A-sepharose. La preparation finale de
purification contient deux formes de 1'enzyme soit Ie type I de 54
kDa et Ie type II de 78 kDa. La specificite de substrat, la courbe
de denaturation par la chaleur et la copurification des activites
ATPasique et ADPasique confirment 1'identite de 1'enzyme comme
etant une ATPDase. De plus, Ie gel d'electrophorese en conditions
non-denaturantes indique une migration identique pour les deux
types d'activite. Un western blot effectue avec un anticorps dirige
centre la sequence du N-terminale de 1'ATPDase des grains de
zymogene du pore demontre une reaction croisee avec 1'ATPDase
purifiee des cellules du coeur. L'immunolocalisation faite avec ces
memes anticorps revele une forte reaction a la surface des
membranes plasmiques des cellules myocardiques banales et des
fibres de Purkinje de meme qu'une faible reaction dans Ie
cytoplasme. Cette enzyme etant reconnue pour etre une
ectoenzyme, elle semble jouer un role majeur, de concert avec la
S'-nucleotidase, au niveau de la conversion de 1'ATP extracellulaire
en adenosine dans Ie ventricule du coeur, plus specifiquement dans
les condition d'hypoxie. Ce role majeur correspond en fait a
1'annulation des effets physiologiques medies par les
purinorecepteurs P^ et a 1'induction des reponses physiologiques
medies par les purinorecepteurs P^.
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On connait depuis longtemps 1'influence des nucleotides
extracellulaires sur la physiologie cardiaque. En fait, c'est depuis
1929, grace aux travaux de Drury et Szent-Giorgyi, que 1'on sait
que 1'adenosine exerce des effets physiologiques importants sur Ie
coeur des mammiferes. Ces effets sont produits via des
recepteurs specifiques aux purines: les purinorecepteurs, localises
a la surface des cellules (Burnstock, 1978).
La stimulation d'une cellule par les nucleotides extracellulaires
depend d'une multitude de facteurs, dont la concentration des
nucleotides environnants et la capacite qu'ont ces cellules a
hydrolyser ces nucleotides. Ainsi, 1'etude des ectonucleotidases
est d'une importance capitale car ces enzymes, situes sur la face
externe de la membrane plasmique, exercent un controle
important sur la concentration des nucleotides extracellulaires
(Olsson et Pearson, 1990). Dans la litterature, parmi les activites
ectonucleotidases localisees dans Ie coeur, on retrouve
principalement les activites ATPasique, ADPasique et la 5'-
nucleotidase (Bowdich et al., 1985; Meghji et al., 1992). Meghji
et al. (1992) ont suggere la presence d'une ATP-
diphosphohydrolase (ATPDase) a la surface des cardiomyocytes,
a cause des types d'activites enzymatiques qu'ils ont observes sur
des cellules en culture. Cependant, ils ne 1'ont pas demontre.
L'ATPDase est une enzyme qui hydrolyse les groupements y et |3
phosphates des diphospho- et triphosphonucleosides.
Pour bien comprendre Ie contexte dans lequel s'effectue la
presente etude, il est essentiel de revenir sur les notions de base
touchant la physiologie cardiaque. Ainsi, dans 1'introduction, il
sera question de 1 anatomie et de la physiologie du coeur, des
roles des nucleotides extracellulaires, des ectonucleotidases deja
repertories dans cet organe et, pour finir, des ATPDases.
1. Anatomie et physiologie du coeur.
Le coeur est 1'organe pulsatile qui est responsable de la
circulation du sang dans 1 organisme. Les parois du coeur sont
principalement composees du muscle cardiaque que 1'on appelle
Ie myocarde. Celui-ci possede une couche interne, 1'endocarde, et
une couche externe, 1'epicarde. La surface interne du myocarde
(c'est-a-dire la surface en contact avec Ie sang) est tapissee par
une fine couche de cellules endotheliales formant 1'endothelium;
ce dernier tapisse egalement la totalite du systeme vasculaire.
On retrouve principalement deux types de cellules dans Ie
myocarde: 1) les cellules myocardiques banales et 2) les cellules
cardionectrices. Les cellules cardionectrices ont comme
fonctions d'engendrer Ie stimulus qui fait battre Ie coeur et de
conduire ce stimulus aux differentes parties du myocarde. Le
noeud sino-auriculaire (SA), Ie noeud auriculoventriculaire (AV)
et Ie faisceau de His, dont les branches forment Ie reseau de
Purkinje, sont composes de ce type de cellules.
Les cellules myocardiques banales sont responsables de la
contraction. Comme pour toutes les cellules musculaires, la
contraction de ces cellules est dependante d'une augmentation
cytosolique du calcium; cette augmentation en calcium s'effectue
suite a une depolarisation de la membrane plasmique de la
cellule. II est a noter que les cellules myocardiques banales
representent presque 99% de toutes les cellules du myocarde.
Le coeur est essentiellement divise en deux parties: Ie coeur droit
ou circule Ie sang veineux et Ie coeur gauche ou circule Ie sang
arteriel. Chacune de ces parties est elle-meme constituee de deux
cavites: une oreillette et un ventricule. La cloison mediane
separant Ie coeur droit du coeur gauche est appelee Ie septum.
Ainsi, les ventricules gauche et droit, de meme que les oreillettes
gauche et droite, sont distincts et ne communiquent pas entre eux.
Les fibres musculaires striees du myocarde sont supportees par
une charpente fibreuse. Cette structure entoure les quatre orifices
du coeur en formant des anneaux (cercles tandineux de Lower)
sur lesquels s'implantent les valvules (Baillet et Nortier, 1992).
Le coeur est enferme dans un sac fibreux: Ie pericarde. Un
liquide aqueux servant de lubrifiant se retrouve entre Ie coeur et
Ie pericarde.
Entre les oreillettes et les ventricules, de chaque cote du coeur, se
trouvent les valvules auriculo-ventriculaires (valvules AV). Ces
structures permettent au sang de circuler des oreillettes vers les
ventricules et non 1'inverse. La valvule mitrale est celle du coeur
gauche et la valvule tricuspide est celle du coeur droit.
L'ouverture du ventricule droit dans Ie tronc pulmonaire et celle
du ventricule gauche dans 1'aorte, sont protegees par les valvules
pulmonaire et aortique.
1.1. Direction du debit sanguin dans Ie coeur.
La veine cave draine Ie sang veineux vers 1'oreillette droite
(figure 1). Ce sang passe ensuite dans Ie ventricule droit en
traversant la valvule tricuspide. L'ouverture et la fermeture des
valvules est un processus passif qui s'effectue sous 1'effet des
differences de pression, de part et d'autre des valvules. Lorsque
Ie sang se deplace de 1'oreillette vers Ie ventricule, la valvule
s'ouvre. Cependant, durant la contraction du ventricule, la valvule
se ferme sous 1'effet de 1'augmentation de la pression du sang
dans Ie ventricule. La communication auriculo-ventriculaire est
ainsi interrompue. Le ventricule droit propulse Ie sang dans
1'artere pulmonaire, ce dernier vehiculant Ie sang veineux a
travers 1'orifice pulmonaire. Le sang entre done dans la petite
circulation (poumons) et revient dans 1'oreillette gauche par
quatre veines pulmonaires. Le sang oxygene contenu dans
1'oreillette gauche passe dans Ie ventricule gauche par la valvule
mitrale. Ce ventricule propulse ensuite ce sang dans 1'aorte, puis
dans 1'ensemble du systeme de distribution arteriel (grande
circulation). Le retour du sang des organes irrigues se fait a
partir des capillaires systemiques, par Ie reseau de drainage
veineux. Le sang rejoint done les veines caves puis 1'oreillette
droite et Ie cycle recommence. Le sang contenu dans les cavites
cardiaques (ventricules et oreillettes) n'echange pas de nutriment
avec 1'endocarde. Comme tous les autres organes, Ie coeur revolt
son apport sanguin par des branches arterielles (les arteres


























Figure 1. Direction du debit sanguin dans Ie coeur (tire de
Vander et al., 1989).
1.2. Organisation du tissu cardiaque: les cardiomyocytes.
Les cellules du muscle cardiaque (cardiomyocytes) possedent
certaines proprietes du muscle lisse et certaines proprietes du
muscle squelettique (figure 2). Ces cellules sont striees en raison
de 1'alignement des multiples sarcomeres. Ces derniers
contiennent des filaments epais de myosine et des filaments
minces d'actine comme Ie muscle squelettique. Ces cellules ont
plusieurs prolongements ramifies et sont plus courtes (100 a m x
20 |A.m) que les fibres musculaires squelettiques. Elles sont liees
entre elles bout a bout par les disques intercalaires. A cet
endroit, il existe deux types de jonctions: les desmosomes et les
jonctions a trous ("gap junction"). Des invaginations etroites et
longues (les caveolea) se prolongent en direction des vesicules du
reticulum sarcoplasmique. Ces structures speciales permettent
d'augmenter la surface des faces laterales des cardiomyocytes.
Les proprietes fondamentales de ces cellules sont les suivantes:
elles sont excitables, contractiles et conductrices. Certaines
cellules du myocarde sont meme douees d'automaticite et il en
sera question un peu plus loin dans Ie texte.
1.3. Les cellules cardionectrices.
Le coeur contient des fibres musculaires specialisees constituant
un reseau denomme "systeme de conduction" (figure 3). Ce
reseau est en contact etroit avec les cellules myocardiques
banales, par des jonctions a trous qui permettent Ie passage des
potentiels d'action (Vander et al., 1989). L'ensemble de ces
cellules specialisees est aussi designe sous Ie nom de tissu nodal.
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Figure 3. Cellules cardionectrices et systeme de conduction
dans Ie coeur (tire de Vander et al.y 1989).
les structures suivantes: Ie noeud sino-auriculaire (dit de Keith
et Flack), Ie noeud auriculo-ventriculaire (dit d'Aschoff-Tawara)
et 1c faisceau de His dont les branches ferment Ie reseau de
Purkinje. Le noeud sino-auriculaire est 1c "pacemaker" du coeur.
II bat environ a 75 ± 5 pulsations par minute et il controle les
centres sous-jacents en inhibant leur activite autonome latente.
Le noeud auriculoventriculaire ralentit la propagation de 1'influx
venant des oreillettes. Les oreillettes et les ventricules sont
separes par un diaphragme fibreux. Le faisceau de His est Ie seul
element qui reunit fonctionnellement les fibres musculaires
auriculaires et ventriculaires.
L'innervation que revolt Ie coeur est constitue de fibres nerveuses
sympathiques et parasympathiques. Les fibres sympathiques
postganglionnaires se terminent sur les deux types de cellules du
coeur, soit: les cellules myocardiques banales et les cellules
cardionectrices dans les oreillettes et les ventricules. Les
neurones parasympathiques innervent egalement ces deux types
de cellules mais de fagon beaucoup plus importante au niveau des
oreillettes qu'au niveau des ventricules. Les fibres sympathiques
postganglionnaires liberent de la noradrenaline sur des recepteurs
beta-adrenergiques et les fibres parasympathiques liberent de
1'acetylcholine.
1.4. Excitation et propagation de 1'onde.
Comme dans tous les differents types de muscles, la contraction
du myocarde est declenchee par la depolarisation de la membrane
plasmique. L'onde d'excitation prend naissance dans Ie noeud
SA, puis se propage dans les oreillettes, d'une cellule a 1'autre,
grace aux jonctions a trous. La propagation de 1'onde se fait par
les cellules auriculaires ordinaires et egalement par des faisceaux
de fibres specialisees. Ceux-ci conduisent 1'influx directement
sur Ie noeud AV. La propagation des potentiels d'action a travers
ce noeud necessite environ 0,1 seconde, ce qui est relativement
lent. Les oreillettes peuvent done se contracter quelques temps
avant les ventricules, ce qui permet d'ajouter une quantite
supplementaire de sang aux ventricules avant leur contraction. A
partir du noeud AV, 1'influx penetre dans les ventricules par Ie
faisceau de His. Deux branches se divisent de ce faisceau de
chaque cote du coeur. Les ramifications de ces deux branches
constituent les fibres de Purkinje. L'influx part done de ces
fibres et se propage dans les cellules myocardiques banales du
reste des ventricules. II en resulte une contraction coordonnee
des cellules des ventricules droit et gauche. (Vander et al., 1989).
La contraction des cellules du muscle cardiaque est causee par
une augmentation de la concentration du calcium cytosolique.
L'ouverture des canaux de calcium de la membrane cree un
ecoulement de calcium vers 1'interieur de la cellule. Ce calcium
stimule la liberation des reserves de calcium du reticulum
sarcoplasmique. Une fois libere, ce calcium se combine avec la
troponine. Ceci a pour effet d'enlever 1'inhibition, par la
tropomyosine, de la formation de ponts entre 1'actine et la
myosine. A 1'inverse du muscle squelettique, Ie calcium libere
dans 1c muscle cardiaque n'est pas suffisant pour saturer tous les
sites de troponine. Ceci est tres important car de cette fagon,
selon les besoins du coeur, Ie nombre de ponts actifs peut etre
soumis a des variations si Ie calcium du cytosol est augmente.
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1.5. Controles nerveux et hormonal de la frequence cardiaque.
Le noeud SA est place sous 1'influence constante de nerfs et
d'hprmones. Ainsi, la stimulation des nerfs parasympathiques
(nerf vague) provoque un ralentissement du coeur et peut meme
entrainer son arret complet pendant un court laps de temps.
L'influence parasympathique est dominante chez Ie sujet au repos.
A 1'oppose, la stimulation des nerfs sympathiques augmente la
frequence cardiaque.
L'acetylcholine, qui est un neurotransmetteur parasympathique,
provoque une augmentation de la permeabilite de la membrane au
potassium. Le seuil de depolarisation est done atteint plus
lentement, ce qui entraine une diminution de la. frequence
cardiaque. La noradrenaline, qui est un neurotransmetteur
sympathique, augmente 1'arrivee des ions calcium dans les
cellules nodales SA, ce qui provoque une augmentation de la
vitesse de depolarisation du pacemaker. En plus de ralentir Ie
noeud SA, la stimulation parasympathique diminue la conduction
dans 1c noeud AV. Quant a la stimulation sympathique, elle
accelere Ie passage de 1'excitation dans une bonne partie des
votes de conduction specialisees. Tout comme les nerfs
cardiaques, les hormones peuvent aussi modifier la frequence
cardiaque. Par exemple 1'adrenaline, qui est liberee par la
medullosurenale, accelere Ie coeur en se fixant sur les memes
recepteurs beta-adrenergiques que la noradrenaline.
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2. Roles des nucleotides extracellulaires au niveau du coeur.
Depuis les observations de Drury et Szent-Gyorgyi (1929), il est
devenu clair que 1 adenosine et les composes qui lui sont
apparentes jouent un role physiologique important dans Ie
systeme cardiovasculaire, ce dernier etant dependant du role
biologique que ces composes jouent dans Ie metabolisme
cellulaire. L'adenosine et 1'ATP sont relaches dans Ie milieu
extracellulaire dans Ie coeur sous certaines conditions
pathologiques et physiologiques qui sont caracterisees par une
alteration dans la disponibilite de 1'oxygene. Dans 1'espace
extracellulaire, 1'adenosine et 1'ATP peuvent se lier a des
recepteurs specifiques a la surface des cellules. Ces effets
s'exercent sur les vaisseaux sanguins coronaires (Hori et
Kitakaze, 1991), sur les tissus specialises dans la generation de
potentiel d'action (pacemaker) et dans la conduction du coeur
(Belardinelli et al., 1988), ainsi que sur les cellules contractiles
myocardiales (Pelleg et al., 1990). Meme si 1'ATP est connue
pour exercer un effet prononce dans Ie coeur des mammiferes, Ie
mecanisme de son action en general ainsi que les recepteurs
specifiques par lesquels son action est mediee ne sont pas
completement caracterises.
L'hypoxie altere les fonctions metaboliques et physiologiques
normales du myocarde. De plus, la liberation de differents
metabolites pouvant alterer 1'apport de sang vers les cellules est
un important phenomene associe a cette condition physiologique.
L'adenosine triphosphate (ATP) est relachee en grande quantite
par les cardiomyocytes lorsque celles-ci sont placees en situation
d'hypoxie (Forrester, 1990). Selon Williams and Forrester
(1983), la source d'ou provient 1'ATP extracellulaire peut
impliquer un complexe riucleotinique-proteinique-Ca2+ localise
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dans Ie sarcolemme. Le manque d'oxygene semble etre Ie stimulus
implique lors des periodes de relache massive d'ATP dans Ie
milieu extracellulaire, a partir de cellules ventriculaires en
situation d'hypoxie.
L'ATP extracellulaire, a concentration de 1'ordre du millimolaire,
provoque une augmentation momentanee de la concentration
cellulaire en Ca2+ dans les cardiomyocytes (Zheng et al., 1990).
Un pretraitement avec la norepinephrine potentialise cet effet de
1'ATP sur Ie Ca2+ intracellulaire. C'est a partir des neurones
sympathiques que 1'ATP et la norepinephrine sont relaches.
2.1 Vasoactivite
Le coeur des mammiferes est dependant d'un apport d'oxygene qui
doit etre immediat et suffisant pour la survie du myocarde. Les
vaisseaux sanguins coronaires sont profondement affectes par
certains produits du metabolisme qui agissent comme
vasodilatateurs. La relache d'ATP a partir des cellules
endotheliales, des muscles lisses vasculaires, des cardiomyocytes
et des erythrocytes suggere des sources multiples lorsqu'une
preparation de coeur est placee sous hypoxie (Sevigny et
Beaudoin, 1994). Le fait qu'une situation d'hypoxie induit une
liberation d'ATP a partir d'erythrocytes humains in vitro souleve
une nouvelle speculation concernant Ie controle du calibre des
vaisseaux sanguins dans des conditions locales d'hypoxie. Selon
Forrester (1990), 1'effet vasodilatateur de 1'ATP intravasculaire
est du a la stimulation qu'il effectue sur la liberation du facteur
de relaxation des cellules endotheliales (EDRF ou "Endothelium
derived relaxing factor") de 1'endothelium vasculaire. L'EDRF,
de meme que 1'EDHF (endothelium derived hyperpolarising
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factor) induisent une relaxation des muscles lisses en activant
differentes voies metaboliques. Ainsi, 1'EDRF induit une
augmentation du GMP cyclique (GMPc) (Sevigny et Beaudoin,
1994). De plus, 1'adenosine est considere comme un puissant
agent dilatateur dans les arteres coronaires (Bern, 1980; Pelleg et
ai, 1990; Balcells et al., 1993).
D'autre part, 1'effet de 1'ATP peut etre soit vasodilatateur ou
vasoconstricteur au niveau des vaisseaux arteriels, selon qu'il agit
respectivement sur les cellules endotheliales ou sur les cellules
musculaires lisses (Sevigny et Beaudoin, 1994).
2.2 Effets electrophysiologiques.
L'adenosine et 1'ATP exercent tous les deux des effets
electrophysiologiques prononces sur Ie coeur des mammiferes.
Ces effets incluent 1'effet chronotrope negatif sur Ie pacemaker
(ralentissement des battements cardiaques) ainsi que 1'effet
dromotrope negatif (ralentissement ou blocage de la conduction)
sur la conduction du noeud auriculo-ventriculaire (Belhassen et
Pelleg, 1984; Pelleg et al., 1990). L'ATP, I'ADP et 1'adenosine
induisent 1'effet inotrope negatif (diminution de la force de
contraction musculaire) dans les oreillettes de rat (Burnstock and
Meghji, 1983). Des etudes in vitro et in vivo ont demontrees que
1'adenosine induit une depression de la potentialite de
depolarisation au niveau du noeud sino-auriculaire (SA) ainsi
qu'au niveau du pacemaker et de la jonction ventriculaire.
Pareillement, 1'ATP induit une depression de 1'activite pacemaker
et un ralentissement de la propagation de la conductivite
ventriculaire.
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L'effet electrophysiologique de 1'adenosine varie selon 1'espece et
Ie type de cellule (Belardinelli et al., 1995). On sait depuis
longtemps que 1 action de 1'adenosine sur Ie pacemaker
supraventriculaire est mediee par un purinorecepteur de type Al a
la surface des cellules. La liaison de 1'adenosine a ce recepteur
induit une activation des canaux potassiques, entrainant ainsi
1'augmentation en ions K+ dans Ie milieu extracellulaire (K+
outward current) et, par Ie fait meme, 1'hyperpolarisation de la
membrane cellulaire (Belardinelli and Isenberg, 1983; Pelleg et
al., 1990). De ce point de vue, 1'action de 1'adenosine est
similaire a celle de 1 acetylcholine. En ce sens, il a ete demontre
que 1'activation de ces recepteurs ou des recepteurs muscarinique-
cholinergiques a 1'adenosine, affecte les memes canaux K+. Cet
effet semble etre Ie plus important de 1'adenosine et se retrouve
chez toutes les especes etudiees jusqu'a ce jour (Belardinelli et
al., 1995). Ceci pourrait expliquer 1'interaction entre 1'adenosine
et 1'influx nerveux.du nerf vague dans Ie coeur (Fredholm et al.,
1982), observee in vivo, en regard des effets depresseurs sur
1'activite pacemaker du noeud SA. Independamment du type de
cellule et de 1'espece, 1'adenosine inhibe la depolarisation de la
membrane stimulee par des agonistes beta-adrenergiques.
L'action anti-beta-adrenergique de 1'adenosine semble etre
dependante d'une reduction de la concentration intracellulaire de
1'AMPc (Belardinelli et al., 1995).
On connait mal Ie mecanisme d'action de 1'ATP qui produit un
effet chronotrope negatif. Ce nucleotide est rapidement degrade
en ADP, AMP et adenosine, et c'est par cette transformation que
1'ATP produirait un effet electrophysiologique (Hopkins, 1973;
Willemot and Paton, 1981). Des evidences de ce mecanisme ont
ete trouvees in vitro et in vivo. On a suggere que 1'ATP
interagirait avec les purinorecepteurs P^ avant d'etre transforme
en adenosine (Collis and Pettinger, 1982). Cependant, chez Ie
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chat, Ie chien et 1'humain, 1'ATP declenche un reflexe vague qui
joue un role majeur au niveau des actions electrophysiologiques.
De plus, 1'adenosine attenue la relache de noradrenaline induite
par la stimulation des nerfs adrenergiques via une action
presynaptique. Certaines etudes ont revelees que 1'adenosine peut
inactiver Faction pacemaker des fibres de Purkinje chez 1c chien.
Au cours des dernieres annees, plusieurs etudes out confirme les
observations de Drury et Szent-Gyorgyi, suite a 1'etude de 1'action
de 1'adenosine et des composes qui lui sont apparentes sur Ie
noeud auriculo-ventriculaire. Cette action est caracterisee par un
ralentissement de la conduction dans 1c noeud AV, ayant comme
resultat une prolongation dans 1'intervalle de temps entre
1'electrogramme de 1'oreillette droite et du faisceau de His, se
terminant par un bloc auriculo-ventriculaire complet. II est
maintenant bien accepte que 1'action dromotrope negative est
mediee par un recepteur cellulaire de surface de type P^ (A^).
Ainsi, 11 est concevable qu'un bloquage au noeud auriculo-
ventriculaire, observe lors d'essais cliniques sous conditions
specifiques et provoquant 1'infarctus du myocarde, soit medic, en
derniere analyse, par de 1'adenosine endogene relachee a partir de
tissus ishemiques (Pelleg et al., 1990).
L'action de L'ATP sur 1c noeud auriculo-ventriculaire s'explique
par la conversion de celui-ci en adenosine. Chez Ie chien,
1'action de 1'ATP serait mediee egalement en partie, par les
reflexes declenches au niveau du nerf vague, done par une voie
directe independante de la conversion de 1'ATP en adenosine.
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3. Les purinorecepteurs.
Contrairement au cerveau ou au tissu adipeux, les recepteurs de
1'adenosine du coeur ont ete difficiles a etudier a cause de la
faible densite de ceux-ci. En 1978, Burnstock a propose un
systeme de base pour distinguer deux types principaux de
purinorecepteurs; ce systeme etant base en partie sur 1'action des
nucleotides et nucleosides dans une variete de tissus. Depuis ce
temps, plusieurs experiences ont permis de confirmer et d'enrichir
cette classification; notons entre autres les travaux de Van Calker
et al. (1978) et de Londos et al. (1980). La classification
originelle divisait les purinorecepteurs en deux groupes, soit P^ et
P^, cette classification etant basee sur quatre criteres: 1) la
potentialite relative de 1'ATP, de 1'ADP, de 1'AMP et de
1'adenosine; 2) les actions selectives des antagonistes, plus
particulierement les methylxanthines (cafeine); 3) 1'activation de
1'adenylate cyclase par 1'adenosine mais non par 1'ATP; 4)
1'induction de la synthese de prostaglandine par 1'ATP mais non
par 1'adenosine. Ainsi, la classification suivante fut proposee:
les purinorecepteurs P^ sont plus sensibles a 1'adenosine et a
1'AMP qu'a 1'ATP et a 1'ADP; les methylxanthines tel que la
teophylline et la cafeine sont des antagonistes selectivement
competitifs pour ces recepteurs P^; et 1'occupation de ces
recepteurs conduit a 1'inhibition ou a 1'activation d'un systeme
adenylate cyclase avec comme resultat un changement dans Ie
taux d'AMPc intracellulaire. Pour ce qui est des purinorecepteurs
PS, ceux-ci sont plus sensibles a 1'ATP et a 1'ADP qu'a 1'AMP ou
1'adenosine; les methylxanthines ne sont pas des antagonistes de
ces recepteurs et ils ne peuvent agir via un systeme adenylate
cyclase; et leur occupation peut conduire a la synthese de
prostaglandines (Burnstock, 1990).
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Par la suite, les purinorecepteurs P^ ont ete subdivises en
recepteurs Ai et A^, selon leur affinite, pour un analogue
particulier de 1'adenine. Les analogues suivants possedent une
affinite par ordre d'importance, pour les recepteurs A^: L-N6-
phenylisopropyladenosine (L-PIA) > N6-cyclohexyladenosine
(CHA) > 2-chloroadenosine (CADO) > 5'-N-ethyl-
carboxamidoadenosine (NECA) et D-PIA. Pour les recepteurs A^,
les analogues sont les suivants: NECA > CADO > L-PIA et CHA.
Quant aux purinorecepteurs P^ ils ont ete subdivises en recepteurs
P^x, ?2y? selon leur affinite pour certains analogues de 1'ATP. Les
analogues de 1'ATP pour les recepteurs P^x sont les suivants:
alpha, beta-methylene ATP (alpha, beta-meATP) > beta,gamma-
meATP > ATP > 2-methylthio-ATP (2-ME-S-ATP). Les
analogues de 1'ATP pour les recepteurs P2y sont: 2-Me-S-ATP >
ATP > alpha,beta-meATP et beta,gamma-meATP. Les recepteurs
a 1'ATP presents sur les plaquettes sanguines et les mastocytes
ne repondent pas a cette classification. Us ont done ete
respectivement denommes Y^ et P^t (Burnstock, 1990; Cusack,
1990).
Les deux types de recepteurs P^ et P^ ont ete observes dans Ie
coeur des vertebres (Fleetwood et Gordon, 1987; Olsson et
Pearson, 1990). Ainsi, un purinorecepteur de type P^ a ete
observe au niveau des cellules ventriculaires, ce purinorecepteur
ayant des effets tres nets sur 1'equilibre du Ca2+ du myocarde (De
Young et Scarpa, 1990). La presence de ce recepteur permet a
1'ATP d'exercer son action sur la modulation momentanee du Ca2+
intracellulaire. Au niveau des vaisseaux, 1'ATP induit une
vasoconstriction via les purinorecepteurs P^x, et une
vasodilatation via les recepteurs P^y (Hopwood et Burnstock,
1987).
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4. Les ectonucleotidases (ATPases, ADPases et S'-nucleotidase).
Les systemes biologiques comportent une organisation qui permet
de controler et de moduler leurs composantes face aux fluctuations
du milieu environnant. Dans Ie cas du coeur, les ectonucleotidases
representent un maillon important dans Ie controle des
concentrations d'ATP, d'ADP, d'AMP et d'adenosine dans Ie milieu
extracellulaire.
Parmi les activites ectonucleotidases decrites et localisees dans Ie
coeur, on retrouve principalement les activites ATPasiques,
ADPasiques et AMPasique ou 5'-nucleotidase. La 5'-nucleotidase
a ete identifiee pour la premiere fois dans Ie coeur par Leven and
Medigrecena (1911). On croyait au debut que cet enzyme n'etait
presente qu'a la surface de la membrane plasmique, etant donne
que 1'activite maximale de la 5'-nucleotidase, dans les perfusions
du coeur de rat, etait egale sinon superieure a 1'activite retrouvee
dans 1'homogenat de coeur (Frick et Lowenstein, 1976). Depuis,
sa presence au niveau de la membrane plasmique ainsi que dans Ie
cytosol a ete mise en evidence par de nombreux auteurs; sa
fonction etant essentiellement de transformer 1'AMP en adenosine.
Plusieurs chercheurs ont travaille sur 1'activite ATPasique du coeur
tel que McNamara et al. (1974), Malouf et Meissner (1980),
Dhalla et a/.(1981), Forrester et Williams (1977), Tuna et Dhalla,
(1982:1988), Zhao et al. (1991), Zinchuk et Bulavka, (1991),
Meghji et al. (1992) et bien d'autres encore. Selon Bowditch et al.
(1985), 1'ATP est rapidement hydrolyse dans Ie tampon de
perfusion d'un coeur de rat. En effet, 1'accumulation de phosphate
inorganique lors de I'hydrolyse de 1'ATP est 5 fois plus grande que
Ie taux observe avec F-AMP. De plus. Ie taux d'hydrolyse des
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triphospho-et diphosphonucleoside conduit a une accumulation
d'AMP.
L'activite ATPasique decrite par ces auteurs est dependante du
Ca++ et du Mg++ et elle n'est pas due a la Na+/K+ ATPase (pompe
des ions Na+) ni a la "Ca++ stimulated ATPase" (pompe des ions
Ca++). Elle semble etre localisee dans Ie sarcolemme, dans Ie
reticulum sarcoplasmique, dans Ie systeme tubulaire transverse
ainsi que dans les disques intercalaires incluant les jonctions
intermediaires et les desmosomes. Cette activite enzymatique a
ete retrouvee egalement a la surface des cellules endotheliales des
capillaires.
Cependant, les investigations effectuees au niveau de 1'activite
ADPasique sont beaucoup plus rares. Ainsi, De Vende et al.,
(1984), Bodwich et a/.(1985) et Meghji et al. (1992) font partie des
rares personnes qui out identifie ce type d'activite dans Ie coeur.
La confirmation, par Meghji et al., de la presence d'activites ATP-
et ADPasique a la surface des cellules cardiaques de rat, a amene
ceux-ci a suspecter la presence d'une ATP-diphosphohydrolase.
5. Les ATP-diphosphohydrolases.
Cette enzyme, egalement designee sous Ie nom d'apyrase est
responsable de 1'hydrolyse sequentielle des residus y et B
phosphates des triphospho- et des diphosphonucleosides pour
produire Ie derive monophosphate. Elle a d'abord ete trouvee sous
forme soluble et membranaire, chez certaines plantes (Traverso-
Cori et al., 1965; Vara et Serrano, 1981; Kettlun et al., 1982),
puis par la suite chez des insectes et d'autres arthropodes
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hematophages (Sarkis et al., 1986), dont la sangsue medicinale, et
chez Ie ver Schistosoma mansoni (Vasconcelos et al., 1993). Chez
ces animaux, on a attribue a 1'enzyme une fonction anticoagulante.
Chez les vertebres, 1'ATPDase a d'abord ete retrouvee dans la
membrane des grains de secretion des cellules acineuses du
pancreas exocrine de pore (LeBel et al., 1980; Laliberte et al.,
1982; Laliberte et Beaudoin, 1983). Bien qu'on ait reussi a la
purifier et a definir ses proprietes cinetiques, on n'a pas reussi a
lui assignor une fonction precise. Puts plus tard, cette enzyme a
ete identifiee chez plusieurs especes et dans plusieurs organes
(Knowles et al., 1983): foie et cerveau de souris, glande
mammaire, glande salivaire, uterus, myometre, placenta et fraction
synaptosomale du cerveau du rat, reins de chien et plusieurs
lignees de cellules tumorales. On 1'a aussi trouvee dans 1'oviducte
et Ie foie de poulet, la rate, les poumons, les cellules endotheliales
et les muscles lisses de 1'aorte ainsi que les muscles lisses de la
trachee du boeuf. Enfin, 1'ATPDase a ete identifiee dans Ie cordon
ombilical et Ie placenta humains (Beaudoin et al., sous presse).
Au niveau du systeme circulatoire, elle a ete retrouvee dans les
vaisseaux coronaires et dans les cellules endotheliales de 1'aorte
(Miura et al., 1987; Yagi et al., 1989; Cote et al., 1991).
L'ATP-diphosphohydrolase, par ses proprietes cinetiques (Km de
1'ordre du micromolaire, pH optimum de catalyse pres de la
neutralite, activation par les ions Ca++ et Mg++) de meme que par
la localisation extracellulaire de son site actif, serait en mesure
d'intervenir efficacement in vivo en alterant les concentrations des
nucleotides extracellulaires. Le fait que 1'enzyme ait une haute
affinite pour ses substrats lui permet d'intervenir a des
concentrations de nucleotides de 1'ordre de celles qui affectent les
purinorecepteurs i.e. de 0,1 a 100 micromolaire.
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Certaines etudes ont mis en evidence Ie role potentiel de cette
enzyme dans la thromboregulation (Cote et al., 1992; Marcus et
al., 1993). Ainsi, par exemple, 1'ADP cause 1'agregation des
plaquettes sanguines alors que 1'AMP 1'inhibe. De fa^on generale,
1'ATPDase limiterait 1'action des purinorecepteurs P^, et/ou
convertirait une action de type P^ en Pi (adenosine). L'ATPDase
peut done par ce moyen convertir une vasoconstriction en
vasodilatation. Elle pourrait egalement influencer les actions du
systeme nerveux et moduler les reponses de tous les systemes qui
subissent les assauts des nucleotides extracellulaires, quelle qu'en
soit la source. Enfin, la possibilite de recuperer Ie groupement
adenosine grace a un transporteur specifique pour les besoins du
metabolisme cellulaire serait une consequence importante de
1'action combinee de 1'ATPDase et de la 5'nucleotidase.
6. Hypothese et objectifs.
De fa^on globale, 1'ATP est relache dans Ie milieu extracellulaire
et induit des effets physiologiques via la presence de
purinorecepteurs a la surface des cellules cibles. En plus des
purinorecepteurs, la membrane plasmique de ces cellules possede
des ectoenzymes capables d'hydrolyser 1'ATP extracellulaire en
ADP, AMP et adenosine. La revue de litterature qui montre
1'existence d'activites ATPasiques et ADPasiques au niveau des
cardiomyocytes nous amene done a formuler 1'hypothese suivante:
ces activites sont imputables non pas a Faction combinee de deux
enzymes distincts (soit une ATPase et une ADPase) mats plutot
attribuable a une ATP-diphosphohydrolase, cette enzyme ayant la
capacite d'hydrolyser les groupements phosphates y et B des
triphospho- et des diphosphonucleosides. Ce qui n'exclut pas la
presence d'autres ectonucleotidases. Nos objectifs sont done dans
un premier temps de purifier 1'activite ADPasique dans Ie coeur et
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Les nucleotides. Ie triton X-100, Ie glycerol (1,2,3-propanetriol),
Ie L-histidine, 1'EDTA, Ie sodium deoxycholate. Ie tris base
(tris(hydroxymethyle)aminomethane). Ie Tetramisole, 1'Hepes,
1'imidazole, Ie molybdate d'ammonium. Ie NaCl, Ie sucrose (beta-
D-fructofuranosyl-alpha-D-pyranoside, Ie NaHC03, Ie PMSF
(phenylemethylesulfonyle fluorure. Ie NaN3, Ie gossypol
(l,l',6,6',7,7'-hexahydroxy-3,3'-dimethyle-5,51-bis(l-methylethyle)
[2,2'-binaphthalene]-8,8'-dicarboxyaldehyde), l'AP5A (diadenosine
pentaphosphate). Ie vert de malachite et 1'inhibiteur de la trypsine
Soga ont ete achetes chez Sigma Chemical Co. (St.Louis, MO,
USA). Le MgCl^, Ie CaC^ et Ie Tween 20 (polyoxyethylene [20]
sorbitanmonolaurate) out ete achetes chez Fisher, Fair Lawn NJ,
USA. La Ouabame (3-(6-deoxy-alpha-L-mannopyranosyl)oxyl-
l,5,lla,14,19-pentahydroxycard-20(22)-enolide a ete achete chez
Calbiochem, San Diego, CA, USA. Le Me-a-D-mannopyranoside a
ete achete chez Boehringer-Mannheim, Laval, Quebec, Canada. Le
reactif Bradford, Ie BSA (albumine de serum bovin), 1'Affi-Gel
bleu, DEAE Bio-Gel A agarose, SDS et Ie polyacrylamide ont ete




Nous avons applique une procedure de fractionnement utilisee par
Cote et al. (1992) pour 1'aorte et par Picher et al. (1994) pour la
trachee. Les coeurs de boeuf ont ete obtenus d'un abattoir local
(Abattoir Giroux, Bromptonville, Quebec, Canada). Les coeurs ont
ete preleves quelques minutes apres la mort de 1'animal puts places
immediatement sur la glace jusqu'a 1'arrivee au laboratoire. Toutes
les etapes suivantes se sont deroules a une temperature de 4°C.
Les oreillettes, 1'endothelium, les vaisseaux coronaires et la couche
externe du myocarde ont ete excises du ventricule. Des morceaux
du ventricules furent peses puis passes au hache-viande et
homogeneises (10%) a 1'aide d'un polytron a vitesse moyenne dans
Ie tampon d'homogenat (NaCl 95 mM + Tris-base 45 mM pH 7,6).
L'homogenat a ete filtre sur coton-fromage (3 epaisseurs) puis
centrifuge a 600 g durant 15 minutes. On a obtenu ainsi Ie culot 1
(Cl) et Ie surnageant 1 (Sl). Cl a ete jete puis Sl a ete filtre sur
coton-fromage et centrifuge a 22000 g durant lh30. On a obtenu
ainsi Ie culot 2 (C2) et Ie surnageant 2 (S2). S2 a ete jete puts C2
fut resuspendu dans du NaHC03 1 mM et PMSF 1 mM de maniere
a obtenir une concentration en proteines se situant entre 3 et 7
mg/ml pour 1'etape suivante. Apres cet ajustement, C2 fut depose
sur un coussin de sucrose 35% puis centrifuge a lOOOOOg. Apres
2h30 de centrifugation, la fraction enrichie en membranes
plasmiques a ete preleve sur Ie coussin de sucrose. Cette fraction
a ete ensuite lavee 2 fois dans NaHC03 1 mM et PMSF 0,1 mM
(centrifugation a 100 000 g durant 45 minutes). Apres deux
lavages succ'essifs. Ie culot a ete dilue dans du NaHC03 1 mM a
raison de 3 mg/ml de proteine. Le tout fut ensuite congele a -20°C
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dans Ie glycerol 5% et utilise pour les etapes de purification
suivantes.
2.2 Solubilisation.
Les membranes plasmiques ont ete laves au prealable avec du Tris-
base 25 mM pH 8 et de 1'EDTA 2 mM. La concentration des
proteines a ete ensuite ajustee a 1-2 mg/ml dans une solution
contenant 0,3% triton X-100 et du Tris-base a une concentration
finale de 25 mM et a pH 8. Apres centrifugation a 100 000 g
durant 1 h, les proteines solubilisees se sont retrouvees dans Ie
surnageant.
2.3 Chromatographie sur colonne.
2.3.1 Colonne echangeuse d'anions DEAE.
Apres solubilisation, environ 140 mg de proteines ont ete deposees
sur une colonne echangeuse d'anions (Sepharose DEAE) de 18 ml
de matrice. La colonne a tout d'abord ete reactivee avec du NaOH
0,01 N puis rincee avec de 1'eau nanopure. Ensuite, la colonne a
ete equilibree avec son tampon (tampon DEAE: Triton X-100
0,1%, glycerol 7,5%, Tris-base 15 mM pH 8). L'echantillon fut
ensuite depose sur la colonne a une vitesse n'excedant pas 30 ml/h.
L'elution fut faite par application d'un gradient de NaCl (0 a 0,13
M) dans Ie tampon DEAE decrit ci-haut. Les fractions riches en
activite ADPasique furent reunies puis soumises a trois dialyses
consecutives de 4 heures chacune contre 4 litres d'une solution de
Tris-base 1 mM pH 8 avec Triton X-100 0,03% a une temperature
de 4°C pour diminuer la concentration de NaCl a moins de 0,01 M.
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2.3.2 Colonne dtaffinite Affi-Gel Bleu.
Les fractions actives recueillies sur la colonne DEAE et dialysees
ont ete deposees sur une colonne d'affinite pour les sites de liaison
a 1'ATP: 1'Affi-Gel Bleu. Cette colonne possedait 6 ml de matrice.
La colonne a d'abord ete traitee par des lavages successifs avec Ie
tampon de lavage a pH 8,5 (NaCl 1 M + tris-base 0,1 M + 0,1%
Triton X-100), de 1'eau nanopure puts Ie tampon de lavage pH 4,5
(NaCl 0,5 M + Acetate de sodium 0,1 M) + 0,1% Triton X-100.
L'echantillon (environ 8,1 mg de proteines) fut ajuste a 30 mM de
tampon tris-base pH 8,0 puts ensuite Ie pH fut ajuste a 5,9 avec
200 mM de L-histidine a pH 4,0. L'echantillon a ete depose sur la
colonne a une vitesse n'excedant pas 25 ml/h. L'enzyme fut eluee
par deux gradients successifs. Le premier gradient etait compose
de deux solutions. La solution "A" etait appliquee en premier
pour finir avec la solution "B". Voici la composition de ces deux
solutions: Solution A: Tris-base 10 mM a pH 6,8 dans tampon de
base (Triton X-100 0,75%, glycerol 7,5%, tris 0,5 mM pH 8);
Solution B: Tris-base 10 mM a pH 7,5 dans Ie tampon de base +
NaCl 1 M. Le deuxieme gradient etait aussi compose de deux
solutions. La solution no. 1 etait appliquee en premier pour finir
avec la solution no. 2. Voici la composition de ces deux solutions:
Solution 1: Tris-base 10 mM a pH 7,5 dans Ie tampon de base +
NaCl 1 M.; Solution 2: tampon de lavage (NaCl 1 M + tris-base
0,1 M pH 7,5 + glycerol 7,5% + Triton X-100 0,075%).
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2.3.3 Colonne (Taffinite pour les sucres Concanavaline A
Les fractions recoltees sur la colonne Affi-Gel Bleu et riches en
activites ADPasique ont ete reunis puis equilibrees de la maniere
suivante. L'echantillon fut dilue pour abaisser la concentration de
NaCl entre 500 mM et 100 mM. Du CaCl^ et du MnCl^ out ete
ajoutes (solution mere: 1 M chacune) pour obtenir une
concentration finale de 1 mM. La concentration du Triton X-100
fut ajustes a 0,05% a 1'aide d'une solution mere de 10% et Ie pH
fut ajuste a 6,8 avec 50 mM de PIPES pH 5,5. L'echantillon
(environ 1,9 mg de proteines) fut ensuite depose sur la colonne (2
ml de matrice) prealablement equilibree avec Ie tampon de la
colonne Con A-agarose (Triton X-100 0,05%, NaCl 100 mM,
CaCL, 1 mM, MnCl^ 1 mM, PIPES 20 mM a pH 6,8) a une vitesse
maximale de 10 ml/h. On a elue avec 0,5 M de Me-a-D-
mannopyranoside dans Ie tampon de la colonne Con A-agarose. Les
fractions riches en activite ADPasique furent reunies puts soumises
a trois dialyses consecutiyes de 4 heures chacune contre 4 litres
d'une solution de Tris-base 1 mM pH 8 avec Triton X-100 0,03% a
une temperature de 4°C pour diminuer la concentration de NaCl a
mains de 0,01 M. La derniere etape de purification fut une
concentration sur une mini-colonne DEAE (1,0 ml de matrice)
selon la procedure decrite plus haut.
3. Dosage de Factivite enzymatique.
Le dosage de 1'ATPDase a ete realise selon la methode du vert de
malachite (Baykov et al., 1988). L'activite de 1'enzyme a ete
determinee a 37°C dans un milieu d'incubation de 1 ml contenant
du CaC4 2 mM, du substrat (ATP ou ADP) 200^, de 1'Imidazole
50 mM, et du Tris-base 50 mM a pH 7,5. La reaction etait arretee
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apres 15 minutes en ajoutant 0,25 ml du reactif de vert de
malachite (Solution A: Molybdate d'ammonium 7,5%; Solution B:
Vert de malachite 0,122% dans H^OA 6N; Solution C: Tween 20
11%; Reactif du vert de malachite: 2,5 ml Sol. A + 10 ml Sol B +
0,2 ml Sol. C). La concentration du Pi etait ensuite mesuree au
spectrophotometre a 590 nm. Une unite d'activite ATPDasique
correspond a la relache de 1 jLimol Pi/min a 37°C. L'activite
specifique correspond a des unites par milligramme (U/mg).
4. Dosage des proteines.
La concentration des proteines a ete determinee par la technique
de Bradford sur microplaques (Bradford, 1976). Etant donne que
Ie BSA (1'albumine de serum bovin) a servi de standard, un facteur
de correction (x 1,5) a ete applique aux resultats.
5. Gel (Telectrophorese (SDS PAGE)
La procedure decrite id est inspiree de Laemmli (1970). Environ
100 Hg de proteine ont ete deposes dans chaque puit. Cinquante
ml de tampon d'echantillon (30 p.1 de mercaptoethanol pour 1 ml de
tampon d'echantillon concentre 3 fois (glycerol 10%; Tris-HCl
0,065 M pH 6,8; SDS 2%; bleu de bromophenole 0,0005%;
mercaptoethanol 1%)) out ete ajoutes a 100 ml d'echantillon puis
bouillis durant 5 min. Le "gel separateur"(gradient de 4%
d'acrylamide a 7,5%) a tout d'abord ete coule entre deux plaques
de verre puis apres la polymerisation. Ie gel de concentration
(0,5M Tris-HCl; SDS 4%; pH 6,8) a ete depose. La migration des
echantillons dans Ie gel de concentration s'est effectuee en
presence d'un courant de 10 mA. Apres que les echantillons ont
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atteint Ie gel de separation, la migration s'est fait sous une
difference de potentiel de 300 V (environ 50 mA). Apres
migration complete du bromophenol bleu dans Ie gel, la coloration
a ete faite soit au bleu de coomassie ou au nitrate d'argent (Merril,
1990).
6. Caracterisation de 1'ATPDase.
6.1. Courbe de pH.
L'activite enzymatique de 1'ATPDase a ete evaluee dans les memes
conditions qu'un dosage normal (voir chapitre 3, page 28) mats
dont Ie pH du milieu d'incubation variait entre 6 et 9.
6.2. Effets des ions divalents (Ca2+ et Mg2+).
L'activite enzymatique de 1'ATPDase a ete evaluee selon les memes
conditions standards (pH 7,5) en variant la concentration du Ca2+
et du Mg2+ de 0 et 10 mM. Pour chelater les ions divalents,
1'EDTA a ete utilise a une concentration de 1 mM.
r
6.3. Electrophorese en conditions non-denaturantes.
En conditions non-denaturantes, 1'electrophorese en gel
d'acrylamide separe les proteines sous forme naturelle selon leur




Deux solutions de polyacrylamide (4 et 7,5 % (p/v)) etaient
coulees entre deux plaques de verre de maniere a former un
gradient lineaire. Les compositions des solutions etaient les
suivantes:
4% acrylamide: 4,5 ml tampon de separation (tris 1,5M pH 8,3)
2,4 ml acrylamide 30%
180 [i\ Na-deoxycholate 10%
180 (il TritonX-100 10%
Complete a 18 ml avec de 1'eau
Ajout de 60 ^1 APS + 7 ^1 TEMED
7,5% acrylamide : 4,5 ml tampon de separation
4,5 ml acrylamide 30%
180 nl Na-deoxycholate 10%
180 nl TritonX-100 10%
Complete a 18 ml avec de 1'eau
Aj out de 60 fil APS + 7 |il TEMED
Pour une meilleure qualite de gel, il est possible de filtrer et de
degazer Ie melange (avant d'ajouter Ie TEMED et 1'APS). II est
important que Ie TEMED et 1'APS soient ajoutes a la derniere
minute lorsque Ie gel est pret a etre coule pour initier la
polymerisation.
Gel de concentration:
Le gel de concentration etait prepare 1 a 4h avant la migration du
gel. Sa composition etait la suivante:
2,5 ml de tampon de concentration (tris-HCl 0,5M; pH 6,8)
5,9 ml d'eau
1,34 ml d'acrylamide
0,1 ml Na-deoxycholate 10%





L'echantillon proteique etait solubilise dans Ie tampon
d'echantillon dont la composition etait la suivante:
triton X-100 0,7% (v/v)
Na-deoxycholate 1,5% (p/v)
10 % glycerol
Tris-base 65 mM, pH 6,8
0,001% bromophenol bleu.
Sauf indication contraire, 100 p,g de proteines etaient solubilisees
dans Ie triton et Ie deoxycholate de sodium puis ajoutes au tampon
pour obtenir la concentration finale des produits nommes ci-haut.
La suspension etait refroidie durant 10 min sur la glace,
centrifugee et deposee dans les puits du gel. Les puits contenaient
Ie tampon d'echantillon. La migration a travers Ie gel de
separation etait realisee a 4°C sous un courant de 10 mA dans un
bac contenant Ie tampon de reservoir. Apres passage dans Ie gel
de concentration. Ie voltage applique etait augmente sans depasser
200 V.
Tampon du reservoir: Solution mere —>concentree 5x
Le tampon du reservoir etait ajuste a Ix puis 2 grammes de
deoxycholate de sodium par 2 litres de tampon etaient ajoutes
(concentration finale 0,1%).
La composition de ce tampon etait la suivante:






Apres migration complete. Ie gel etait lave a 1'eau distillee et
decoupe en bandes et ensuite place dans un tampon de detection
(tris-base 66,7 mM, Imidazole 66,7 mM, CaC^ 10 mM a pH 7,5).
Apres acclimatation a 37°C durant 2 min, on rempla9ait par du
tampon frais equilibre a 37°C, puts on ajoutait Ie substrat (ADP,
ATP) a une concentration de.4 mM. Apres un certain temps (1-6
heures), un precipite de phosphate de calcium blanc s'etait forme
au site ou se trouvait 1'enzyme.
6.4. Courbe de denaturation par la chaleur.
La courbe de denaturation par la chaleur permet de comparer
I'influence de la chaleur sur 1'activite enzymatique avec ATP et
ADP comme substrats. L'enzyme etait d'abord placee a une
temperature entre 0 et 70°C durant exactement 3 min puis refroidie
sur glace. Son activite etait ensuite dosee selon les conditions
decrites plus haut a 37°C. Deux courbes ont ete obtenues avec
ATP et ADP comme substrats. La comparaison des courbes donne
une indication sur 1'identite des enzymes impliquees.
6.5. Specificite de substrats.
Par definition, une ATPDase hydrolyse efficacement les
triphospho-et diphosphonucleosides tandis qu'elle n'hydrolyse pas
les nucleosides monophosphates. Le dosage de cet enzyme en
presence de differents nucleosides a ete realise selon la methode
de dosage decrite plus haut. Les nucleosides utilises etaient: ATP,
ITP, GTP, CTP, UTP, ADP, UDP, CDP, AMP, GMP, et UMP. De
plus, 1'activite a ete mesuree avec la combinaison d'ATP et d'ADP.
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Si effectivement un meme site catalytique etait responsable de
1'hydrolyse de ces deux substrats, 1'effet attendu n'aurait pas ete
additif.
6.6. Effets de certains inhibiteurs.
Les inhibiteurs testes etaient les suivants: l'Ap5A (0,1 mM)
(inhibiteur de 1'adenylate kinase) (Plesner, 1995), la Ouabaine (3,0
mM) (inhibiteur de la Na+/K+ ATPase) (Plesner, 1995), Ie gossypol
(0,035 mM) (Dhalla et Zhao, 1988) et Ie NaN3 (10 mM) (Dhalla et
Zhao, 1988; Picher et al., 1993). Les deux derniers sont reconnus
comme inhibiteurs d'ATPDase.
6.7. Western blot.
Un echantillon provenant de la fraction purifiee de la colonne Con
A-agarose a ete separe par gel d'electrophorese SDS-PAGE puis
transfere sur une feuille "Immobilion-P" tel que decrit par Towbin
et al., (1979). La membrane etait coloree au Ponceau S (Millipore
Corp., Bedford, MA, USA) tel que decrit par Schaffner et
Weissman (1973). Pour 1'immunolocalisation, les sites non-
specifiques etaient d'abord bloques en incubant avec de 1'albumine
a 1% puts apres des lavages repetes on a incube la membrane avec
1'anticorps primaire (anti-ATPDase type I) durant 2 heures. Apres
des lavages successifs, la membrane est incubee 1 heure et demie
avec 1'anticorps secondaire (anti-lapin conjugue a la phosphatase
alcaline). Les anticorps ont ete detectes selon la methode decrite
par Harlow et Lane (1988).
34
6.8. Immunohistochimie.
Le tissu du myocarde fraichement preleve a ete fixe durant 24 h
dans la paraformaldehyde a 2%, Ie glutaraldehyde a 0,17% dans un
tampon sodium cacodylate 0,1 M a pH 7,4 contenant 4% de
sucrose. Le tissu etait ensuite deshydrate dans des solutions
contenant des concentrations croissantes d'ethanol puts enrobes
dans la paraffine. Des coupes de 4 p.m d'epaisseur ont ete
realisees au microtome (Superfrost Plus Fisher). Les sections ont
ete ensuite deparaffinees avec du xylene et rehydratees avec une
solution Tris-Saline 0,1 M (TSB). Apres traitement a la
formaldehyde 0,2 M durant 10 min et lavages a 1'eau et TBS, les
sections etaient immergees dans une solution contenant du Triton
X-100, de la saponine 0,1% et TBS pendant 15 min. Apres un
rin9age dans Ie TBS, les sections etaient traitees a la proteinase K
(10 jLig/ml) durant 20 min a temperature de la piece. Un nouveau
rin9age au TBS puis les sections etaient traitees a 1'acide acetique
20% durant 15 minutes et rincees dans une solution de TBS
contenant de la glycine 0,1 M. Les sites non-specifiques etaient
ensuite bloques par incubation dans du BSA 1% et de la poudre de
lait 1% sans gras (avec TBS) durant 30 minutes a la temperature de
la piece.
Les sections etaient incubees durant 24 h a 4°C avec 1'antiserum
ATPDase type I ou du serum pre-immune (1:100) pour les temoins,
rincees au TBS puis incubees avec la phosphatase alkaline
conjuguee a 1'anticorps secondaire (Sigma, St.Louis, Missouri)
(1:100) durant 120 min a temperature de la piece. Apres quelques
lavages, la reaction etait visualisee en utilisant Ie chlorure de
tetrazolium nitrobleu et Ie 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate
comme substrats. Finalement, les sections etaient montees sur
lames dans une solution de gelatine 5%, glycerol 27% et azide de
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sodium 0,1% chauffe a 45°C avant Ie montage. L'observation se





1.1. Extraction de la fraction particulaire
La premiere etape de purification consistait a obtenir une fraction
enrichie en membranes plasmiques tout en ayant soin d'ecarter de
la preparation les constituants cytosoliques des cellules (noyaux,
cytosol, organelles etc....). Le tableau 1 montre 1'activite
specifique de 1'ATPDase des cardiomyocytes ainsi que son facteur
de purification a partir de 1'homogenat jusqu'a la fraction
particulaire enrichie en membranes plasmiques. L'activite de
1'enzyme a ete dosee avec 1'ATP et 1'ADP comme substrats. A
1'etape du coussin de sucrose, on remarque un facteur de
purification de 9,6 fois pour 1'activite ADPasique et un facteur de
purification de 3,3 fois pour 1'activite ATPasique. On remarque
qu'a cette etape, environ 77% de 1'activite ATPasique est
manquante. La difference observee entre les activites ATPasiques
et ADPasiques s'explique par la perte de d'autres ATPases durant
la purification (S2 et Cl). On peut observer que dans la fraction
particulaire, 1'activite specifique ATPasique est environ deux fois
plus elevee que 1'activite ADPasique.
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Tableau 1. Bilan de Fisolation de la fraction particulaire
du ventricule de boeuf.*
Fraction Substrat Proteine Act. Tot. Act. Spec. Ren.
F.P.
















































































* Experience effectuee trois fois (en triplicata chaque fois).
(Legende: H: Homogenat; C: Culot; S: Surnageant; Act.tot: Activite totale;




Afin de poursuivre la purification de 1'enzyme par chromatographie
sur colonne, il etait essentiel de solubiliser 1'activite enzymatique.
Le detergent qui a ete utilise est Ie Triton X-100. Ce detergent a
ete choisi pour deux raisons: 11 est relativement peu couteux et 11 a
deja ete utilise lors de purifications d'autres ATPDase dans notre
laboratoire, par exemple 1'ATPDase de 1'aorte. Toutefois, la
solubilisation diminue 1'activite specifique de 50%.
1.3. Colonne echangeuse d'ions DEAE
Apres solubilisation. Ie fractionnement a ete realise avec une
premiere colonne qui etait une DEAE-sepharose echangeuse
d'anions. Cette colonne separe les proteines selon leur charge. La
figure 4 correspond au profit d'elution de cette colonne. Le profil
d'elution se compose de plusieurs pics de proteines, de meme que
de plusieurs pics d'activite ATPasiques et d'un pic majeur
d'activite ADPasique. Les fractions 1 a 50 correspondent au
volume de lavage des proteines non retenues par la colonne.
L'elution a 1'aide d'un gradient de NaCl debute a la fraction 51.
Entre les fractions 1 et 50, une grande quantite de proteines est
eliminee, de meme qu'un pic d'activite ATPasique. Un pic tres fin
de proteines situe dans les fractions 50 a 60 est egalement elimine
de la preparation. Les fractions 60 a 70 sont celles qui sont les
plus riches en activite ADPasique. De plus, ce pic correspond
egalement a un pic d'activite ATPasique. Ces deux pics out ete
elues a une concentration de 0,5.M. C'est done les fractions de ce
pic qui ont ete reunies pour 1'etape de purification suivante et





















Figure 4. Profil d'elution des proteines et des activites
ATPasique et ADPasique de la colonne echangeuse
d'ions DEAE. (L'activite specifique ADPasique de
1'echantillon depose sur la colonne est de 0,016 U/mg)
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1.4. Colonne Affi-Gel Bleu
La figure 5 correspond au profil d'elution de la colonne Affi-Gel
Bleu. Celle-ci est une colonne d'affinite pour les proteines
possedant un site de liaison a 1'ATP. Les fractions comprises entre
0 et 21 correspondent au volume d'elution des proteines non
retenues par la colonne. Le premier gradient d'elution debute a la
fraction 22. Le deuxieme gradient d'elution debute a la fraction
80. Quelques proteines sans activite ADPasique sont eluees par Ie
premier gradient. Dans Ie deuxieme gradient, les deux pics
d'activite ATPasique suivent parfaitement les deux pics de
1'activite ADPasique. Le pic des fractions 150 a 170 est riche en
activites ATPasique et ADPasique. C'est done les fractions de ce
pic qui ont ete reunie pour 1'etape de purification suivante.
L'elution des echantillons a ete fait comme s'il s'agissait d'une
colonne echangeuse d'ions.
1.5. Bilan de purification
La derniere colonne utilisee a ete une colonne d affinite pour les
sucres: la Concanavaline A-sepharose. Celle-ci possede la
capacite de lier toutes les glycoproteines. Comme il est indique






















0 20 40 60 80 100120140160180200
fractions
Figure 5. Profil d'elution des proteines et des activites
ATPasique et ADPasique de la colonne Affi-Gel
BIeu. (L'activite specifique ADPasique de 1'echantillon
depose sur la colonne est de 0,119 U/mg)
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Tableau 2. Bilan de purification de I'ATPDase du ventricule
de boeuf.*
Etape proteine Act. Tot. Act. Spec. Ren. Fac.P. taux d'hydrolyse
(mg) (umol/Pi/min) (U/mg) (%) (ATP/ADP)
f.p. 200 6,4 0,032 [10]
triton + f.p 200 2,6 0,012 100 1 1,5
surnagent
de la f.p. 140 2,3 0,016 88 0,75 1,5
DEAE 8,1 0,97 0,119 37 9,9 1,1
Affi-gel
bleu 1,92 0,63 0,326 24 27 1,1
Con A 0,30 0,47 1,551 18 129 1,1
*Experience effectuee trois fois (en triplicata chaque fois). avec 1'ADP
comme substrat. (Legende: f.p.: fraction particulaire; Act. Tot.: Activite














Figure 6. Separation des proteines par SDS-PAGE a
differentes etapes de purification.
44
permis d'augmenter 1'activite specifique ATPDasique 5 fois, si on
compare aux fractions purifiees sur la colonne d'Affi-Gel Bleu. En
parallele avec la figure 6, Ie tableau 2 permet de suivre 1'evolution
de la purete de la preparation de 1'enzyme. On remarque qu'au
stade de la fraction particulaire, 1'enzyme est deja purifiee 10 fois.
La solubilisation de 1 enzyme resulte en une inactivation d'environ
50% et pour cette raison, Ie facteur de purification est
arbitrairement ajuste a 1. Le facteur de purification entre 1'etape
de la solubilisation et celle de la colonne Con A est 129.
Cependant, ce facteur doit etre multiplie par 10 car 1'enzyme a deja
ete purifiee par un facteur de 10, entre 1'etape de 1'homogenat et
celle de la fraction particulaire. L'activite specifique finale est de
1,55 U/mg. La figure 6 montre Ie profil de. migration des proteines
separees par SDS-PAGE a differentes etapes: fraction particulaire,
colonne DEAE et colonne Con A.
2. Caracterisation biochimique
Nous decrivons dans cette section les proprietes biochimiques de
1'enzyme obtenue a la toute fin de la procedure de purification.
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2.1. pH optimum
L'influence du pH sur la vitesse de catalyse enzymatique a ete
evaluee avec ATP et ADP comme substrats. Comme il est montre
a la figure 7, un pH optimum a ete obtenu autour de 7,5 pour les
deux substrats de 1'enzyme (ATP et ADP). Cette enzyme est
capable de fonctionner adequatement a un pH physiologique.
2.2. Besoins en ious divalents (Ca++ et Mg++)
Les besoins en ions divalents de 1'ATPDase ont ete verifies.
Comme on peut Ie voir sur la figure 8, 1'enzyme est activee par la
presence de Ca++ et de Mg++. Le meilleur resultat est obtenu
lorsqu'une concentration de 2 mM de calcium est presente dans Ie
milieu de dosage. Le magnesium produit.une stimulation inferieure
de 1'activite. De plus, il semblerait qu'il y ait competition entre
ces deux cofacteurs lorsqu'ils sont presents en meme temps dans Ie
milieu de dosage. Ce fait est illustre a la figure 8 par la courbe du
milieu. Ainsi, lorsque les deux cofacteurs sont presents, 1'activite
de 1'enzyme est superieure a celle observee lorsqu'elle est en
presence de magnesium seulement, tandis qu'elle est inferieure a
celle observee lorsqu'elle est en presence de calcium seulement.
Ceci indique clairement qu'il y a competition entre ces deux
elements.
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Figure 7. Influence du pH sur 1'activite de 1'ATPDase.
(Experience effectuee trois fois (en triplicata chaque fois))
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8
Figure 8. Influence des ions Ca++ et Mg++ sur 1'activite de
1'ATPDase. (Experience effectuee trois fois (en triplicata
chaque fois))
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2.3. Kn, et Vm v^ v max
Le Km et Ie Vmax de 1'enzyme ont ete evalues avec 1'ADP comme
substrat. La figure 9 est une representation graphique de Hofstee,
qui est en fait une inversion du graphique de Eadie. Le graphique
de Hofstee permet une determination du Km et du Vmax beaucoup
plus precise que d'autres types de graphiques du meme genre,
comme par exemple Ie graphique de Lineweaver-Burk. A 1'aide de
ce graphique, 11 a ete possible de calculer Ie Km de 1'enzyme, celui-
ci correspondant a la pente de la courbe. Le Km de 1'ATPDase du
coeur de boeuf est d environ 29 ^M, tandis que son Vmax est de
1,66 ^mol Pi/min/mg.
^
2.4. Electrophorese en conditions non-denaturantes.
La figure 10 represente la migration de 1'enzyme apres
electrophorese en gel d'acrylamide dans des conditions permettant
de conserver 1'activite de 1'enzyme. Comme il est possible de
1'observer, la bande d'activite de 1'enzyme, lorsque celle-ci
hydrolyse de 1'ATP, est a la meme hauteur que la bande d'activite
correspondant a 1'hydrolyse de 1'ADP. On peut noter qu'il n'y a pas
d'hydrolyse detectable lorsque 1'AMP est utilise comme substrat,
ce qui exclut la presence d'une phosphatase non-specifique dans la
preparation enzymatique.
2.5. Inhibiteurs
Quatres types d'inhibiteurs ont ete testes sur 1'enzyme. L'utilisation
d'inhibiteurs specifiques permet de mettre en evidence la presence
ou 1'absence de certaines enzymes. Le tableau 3 decrit les
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Figure 10. Profil de migration de 1'ATPDase native sous PAGE
en conditions non-denaturantes.
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-L'activie specifique de la preparation utilisee est de 1,551 U/mg
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bien connu de 1'adenylate kinase tandis que la ouabai'ne inhibe la
Na+/K+ ATPase. Ces deux inhibiteurs specifiques n'ont eu aucun
effet sur les activites ATPasique et ADPasique de la fraction
purifiee. Cependant, Ie gossypol a inhibe les deux types
d'activites. En effet une inhibition de 62% a ete observee pour
1'activite ATPasique tandis qu'une inhibition de 27% a ete observee
pour 1'activite ADPasique. L'azide de sodium a provoque une
inhibition de 34% pour 1'activite ATPasique et une inhibition de
44% pour 1'activite ADPasique.
2.6. Specificite de substrat
L'une des particularite des ATPDases est leur capacite
d'hydrolyser les triphospho- et les diphosphonucleosides mats non
les nucleosides monophosphates. Comme il est possible de
1'observer sur 1'histogramme de la figure 11, 1'enzyme purifiee
hydrolyse aussi bien les triphosphonucleosides tel que 1'ATP,
1'ITP, Ie CTP, Ie GTP et 1'UTP que les diphosphonucleosides tels
que 1'ADP et 1'UDP. On note un niveau faible pour Ie CDP qui
pourrait s'expliquer par la fiabilite du nucleotide que nous n'avons
pas verifiee. Enfin, 1'hydrolyse des nucleosides monophosphate
(AMP, GMP, UMP) est pratiquement nulle. Lorsque 1'ATP et
1'ADP ont ete combines dans Ie milieu de dosage, il n'y a pas eu
d'additivite au niveau de 1'accumulation du phosphate inorganique.
Cela s'explique par Ie fait qu'il y a un site catalytique commun
pour les deux substrats.
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ATP ITP CTP GTP UTP ADP UDP CDP ATP+ADP AMPGMPUMP
nucleotides
Figure 11. Specificite de substrat de 1'ATPDase du
ventricule de boeuf. (Experience effectuee trois fois (en
triplicata chaque fois))
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2.7. Courbe de denaturation par la chaleur.
Ce test avait pour but de confirmer qu'un meme site catalytique est
responsable de 1'hydrolyse de 1'ATP et de 1'ADP. Comme il est
possible de Ie voir a la figure 12, les deux courbes d'activite, une
avec 1'ATP comme substrat et 1'autre avec 1'ADP comme substrat se
superposent confirmant la possibilite d'une seul enzyme impliquee
dans 1'hydrolyse de 1'ADP et de 1'ATP.
2.8. Western blot
L'utilisation d'anticorps specifiques a 1'ATPDase est un moyen tres
fiable pour prouver 1'identite de la preparation enzymatique
obtenue a la fin de la purification. Comme il est possible de Ie
voir sur la figure 13, 1'anticorps de 1'ATPDase du pancreas de pore
reconnait 1'ATPDase du coeur de boeuf purifie. Deux bandes ont
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Figure 12. Effet d'un traitement a la chaleur sur I'activite*
enzymatique de 1'ATPDase. (Experience effectuee trois
fois (en triplicata chaque fois)). *: Moyenne et erreur type.
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2.9. Immunohistochimie
La derniere verification qui a ete faite quant a 1'identite de
1'ATPDase des cardiomyocytes bovines est 1'immunohistochimie.
Cela correspond a la preuve ultime permettant d'une part de
confirmer davantage qu'il s'agit bel et bien d'une ATPDase et, en
plus, il est possible de localiser la proteine dans la cellule. Une
reponse positive avec 1'anticorps a ete observee directement sur les
membranes plasmiques des cardiomyocytes demontrant ainsi que
1'ATPDase est reellement presente dans ce type de cellule et qu'en
plus elle est possiblement une ecto-enzyme. Une reponse tres
positive a egalement ete observee sur les fibres de Purkinje et cela
fut une tres grande surprise. En effet selon les figure 14 et 15, il
semblerait qu'une grande partie de 1'activite ATPDasique dans Ie
coeur soit concentree dans ce type de tissu specialise dans la
conduction des influx nerveux. II est possible de voir a la figure
14a une coloration par 1'hematoxyline et 1'eosine (H&E) du
myocarde a un grossissement de 200x. Apres
1'immunolocalisation, on obtient un fort signal sur la membrane des
cardiomyocytes (figure 14b). II est interessant de noter qu'il
semble y avoir un signal positif a 1'interieur de la cellule. La
figure 14c demontre que Ie signal est variable dans les
cardiomyocytes. La fleche claire nous montre une cellule ou il n'y
a pas de signal. A la figure 14d, il est possible de voir que les
cellules non-reactives de la photographic precedente out quand
meme un signal positif sur leur membrane. La figure 14e est Ie
temoin (serum pre-immun) et aucun signal n'y apparait. La figure
15 a revele un fort signal sur les fibres de Purkinje a un
grossissement de 200x. La figure 15b est Ie temoin et il n'y a
aucun signal. La figure 15c est un grossissement de 500x de la
figure 15a. Les figures 15d et 15e correspondent a des coupes
transversales des fibres de Purkinje a 200x. On observe un fort















Figure 13. Western blot de 1'ATPDase purifiee
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Figure 14. Localisation cellulaire de FATPDase dans Ie
myocarde par methode immunohistochimique (200x). (A:
Coloration a 1'hematoxyline et 1'eosine (H&E),fleche: myocarde en coupe
transversale, tete de fleche: myocarde en coupe longitudinale, fleche claire;
veine; B: Immunolocalisation, tete de fleche: fort signal sur la membrane
plasmique du myocadre en coupe transversale, fleche claire: fort signal sur
la membrane plasmique du myocarde en coupe longitudinale; C: Variation
du signal, grosse fleche noire: signal positif, fleche claire: signal negatif,
petite fleche: signal positif sur une cellule endotheliale d'une veine; D:
Immunolocalisation, signal positif sur les membranes; E: Temoin
Figure 15. Localisation de 1'ATPDase au niveau des fibres de
Purkinje par methode immunohistochimique. (A: fort signal sur la
membrane des fibres de Purkinje (200x); B: Temoin (200x); C; fort signal
sur la membrane d'une fibre de Purkinje (500x); D: fort signal sur une
coupe transversale des fibres de Purkinje (200x); E; Coloration H&E d'une
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Depuis les travaux de Medigrecena sur la 5'-nucleotidase en 1911
(Leven et Medigrecena, 1911), plusieurs laboratoires se sont
interesses aux ectonucleotidases presentes dans Ie coeur des
mammiferes. Les activites ATPasique et ADPasique a la surface
des cellules cardiaques rapportees par Bowdich et al. (1985) et par
Meghji et al. (1992) laissaient suspecter une ATP-
diphosphohydrolase. L'objectif principal etait done de purifier
1'activite ADPasique dans Ie ventricule et de verifier s'il s'agissait
d'une ATPDase. Notre hypothese etant que 1'activite ecto-
ADPasique des cardiomyocytes est du a une ATPDase. Le coeur
de boeuf a ete choisi pour cette etude etant donne qu'il est
facilement disponible et qu'on peut prelever les cellules du
myocarde sans les cellules endotheliales et les gros vaisseaux
coronaires. La procedure de purification est essentiellement la
meme que celle utilisee pour 1'ATPDase des muscles lisses de
1'aorte de boeuf (Sevigny et al., 1996).
On remarque que la vitesse relative d'hydrolyse ATP/ADP devient
constante (1:1) avec la fraction obtenue de la colonne DEAE,
indiquant ainsi qu'il n'y a plus d'autres ATPases ou ADPases
presents dans la preparation, excepte 1'ATPDase. L'activite
specifique obtenue a la fin de la purification est de 1,55 U/mg
(tableau 2), ce qui est relativement faible si on la compare a celle
de 1'ATPDase des muscle lisses et des cellules endotheliales de
1'aorte gui est de 55 U/mg (Sevigny et a/., 1996). II est
actuellement difficile d'expliquer pourquoi il y a une aussi grande
difference entre ces deux ATPDases au niveau de leur activite
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specifique. II se peut qu'une activite specifique aussi basse soit
reelle dans Ie myocarde; dans ce cas, la raison n'est pas encore
trouvee. Cependant, 1'ATPDase du coeur a pu etre inhibee ou
inactivee partiellement au cours de la purification. En effet. Ie
Western blot de la figure 13 montre clairement deux bandes ayant
reagi avec 1'anticorps, une bande a 78 kDa et une autre a 54 kDa,
alors que Ie gel d'electrophorese en condition non-denaturante ne
revele qu'une seul bande active. II se pourrait done qu'un type
d'ATPDase retrouve dans la fraction purifie ne soit plus active
bien qu'elle soit presente dans la preparation finale. Une
explication possible a tout cela serait qu'au cours de la procedure
de purification et pour une raison inconnue, il y aurait eu clivage
au niveau du site actif de certaines molecules d'ATPDase, donnant
ainsi un lot de proteines actives et un lot de proteines inactives.
Ces deux lots se sont probablement suivis lors de la procedure de
purification a cause de leurs proprietes structurales et chimiques
semblables. Ce qui expliquerait la faible activite specifique
retrouvee a la fin de la purification de meme que la presence de
deux bandes a la figure 13. II est important de noter egalement la
presence de deux pics d'activites ATPasique et ADPasique a la
figure 5. Comme il est explique au chapitre 2, seulement Ie
premier pic a ete conserve pour la suite de la purifiation car Ie
deuxieme pic correspond au volume de lavage. II serait done
possible qu'il existe deux formes actives d'ATPDase ayant des
proprietes legerement differentes et que ces deux formes se soit
separes lors de 1'etape de purification avec 1'Affi-Gel Bleu. L'ATP
ne peut etre utilise dans Ie cas present pour 1'elution de 1'ATPDase
car il y aurait une trop grande interference lors du dosage
enzymatique et 1'ATP serait degrade par 1'enzyme. Deuxiemement,
lors de la purification de 1'ATPDase de 1'aorte bovine, Sevigny et
al. (sous presse) a teste plusieurs produits (dont Ie NAD+) pour
1'elution de 1'enzyme de cette colonne et il est apparu en
conclusion que les tampons d'elution utilises ici sont ceux avec
lesquels les meilleurs resultats sont obtenus. De plus, a la figure
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6, deux taches sont visibles a 1'etape de la colonne Con A. II est
possible que la preparation finale ne contienne pas seulement un
type d'ATPDase mais deux. Ces deux types ayant des proprietes
(telles que 1'affinite pour les substrats, la stabilite etc..)
legerement differentes. Cependant, la separation et la
caracterisation de ces deux types depassent Ie cadre de ce travail.
L'ATPDase a des proprietes uniques que 1'on ne retrouve pas chez
d'autres ATPases, ADPases ou phosphatases non-specifiques. Sa
caracterisation biochimique permet de prouver hors de tout doute
qu'il s'agit bel et bien d'une ATPDase. Comme Ie montre la figure
7, 1'enzyme fonctionne optimalement a un pH de 7,5. Cependant,
pour une raison inconnue, 1'activite ADPasique ne semble pas
varier beaucoup en fonction du pH. L'enzyme a besoin de Ca++ ou
de Mg++ pour fonctionner. C'est Ie cas precis de plusieurs
ATPDases retrouvees dans differents tissus tels que les muscles
lisses de 1'aorte de boeuf (Cote et al., 1992), la trachee de boeuf
(Picher et al., 1994), Ie pancreas de pore (Lebel et al., 1980), la
rate de boeuf (Moodie et al., 1990), et de bien d'autres tissus
(Plesner, 1995). Un Km de 29 ^M a ete calcule pour cette enzyme
en presence d'ADP comme substrat (figure 9). Un Km de cet ordre
implique necessairement que Ie site catalytique de 1'enzyme n'est
pas dirige vers Ie cytosol mais plutot vers Ie milieu extracellulaire.
S'il en etait autrement, 1'enzyme liquiderait en tres peu de temps
les reserves de nucleosides tri- et diphosphates de la cellule, ce
qui aurait comme consequence de mettre la survie de cette derniere
en danger. La plupart des ATPDases chez les mammiferes sont des
ectoenzymes et possedent un Km dans 1'ordre du micromolaire.
C'est Ie cas par exemple pour 1'ATPDase des muscles de la trachee
(Picher et al., 1994), du placenta humain (Papamarcaki et Tsolas,
1990), des glandes salivaires, des glandes mammaires et de 1'uterus
de rat (Valenzuela et al., 1989;1992).
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La migration de 1'enzyme en gel d'acrylamide en conditions non-
denaturantes (figure 10) montre que 1'activite ATPasique migre
exactement a la meme hauteur que 1'activite ADPasique. Ce gel
peut done nous laisser supposer qu'une seule enzyme est
responsable des deux types d'activite. De plus, il n'y a aucune
hydrolyse visible lorsque Ie gel est place en presence d'AMP, ce
qui exclut la possibilite qu'une phosphatase non-specifique soit
presente. De plus, 1'utilisation d'inhibiteurs (tableau 3) a permis
d'exclure la presence de la Na+/K+ ATPase dans la preparation. En
effet, la ouabame, a une concentration de 3,0 mM, est un
inhibiteur specifique de cette enzyme (Plesner, 1995) et elle n'a eu
aucun effet sur les activites ATPasique et ADPasique de la
preparation. L'utilisation d'Ap5A, a une concentration de 0,1 mM,
a egalement permis d'exclure la presence d'une adenylate kinase
(Plesner, 1995) car aucun effet n'a ete observe en presence de cet
inhibiteur. Le gossypol, un agent antifertilisant connu pour reduire
la concentration d'ATP dans les spermatozoides, a inhibe
significativement les deux types d'activite soit de 62% et de 27%
respectivement pour 1'ATPase et 1'ADPase. Ce compose a eu des
effets d'inhibition semblables, a une concentration de 0,035 mM,
avec 1'ATPDase des muscles lisses du poumon de boeuf (Picher et
a/., 1993) et avec 1'ATPDase des muscles de la trachee de boeuf
(Picher et al., 1994). L'azide de sodium, a des concentrations
variant entre 10 et 20 mM, est reconnu pour inhiber
significativement 1'ATPDase (Dhalla et Zhao, 1988; Plesner,
1995). Id, des inhibitions par 1'azide de sodium de 34% et de 44%
out ete observes respectivement pour les activites ATPasique et
ADPasique. Selon Plesner (1995), dans plusieurs cas ou on est en
presence d'une ATPDase, il semblerait que 1'activite ADPasique
soit inhibee plus fortement par ce compose que 1'activite
ATPasique ne 1'est. C'est ce qui a ete observe ici. Les raisons
pour lesquelles ces deux activites se comportent differemment face
aux inhibiteurs sont presentement inconnues. Cependant, comme il
a ete explique plus haut, il y a peut-etre deux isoenzymes dans la
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preparation et cela peut avoir une certaine influence sur la
caracterisation. Les concentrations en inhibiteur utilisees dans
cette presente recherche ont ete determinees de fa^on a pouvoir
effectuer une comparaison valable avec ce qui a deja ete fait par
d'autres auteurs (Dhalla et Zhao, 1988; Picher et al., 1993;
Plesner, 1995).
Toutes les ATPDases possedent la particularite d'hydrolyser
efficacement les triphospho-et diphosphonucleosides. Comme on
peut Ie voir a la figure 11, la preparation enzymatique purifiee
possede une capacite d'hydrolyse tres forte pour les
triphosphonucleosides tel que 1'ATP, 1'ITP, Ie CTP et Ie GTP.
L'ADP et 1'UDP, deux diphosphonucleosides sont egalement
fortement hydrolyses par la preparation enzymatique. Le CDP est
hydrolyse moins efficacement si on Ie compare aux autres
triphospho- et diphosphonucleosides. En effet, comparativement a
1'ATP, Ie CDP est hydrolyse a 17%. Ceci n'est pas propre a
1'ATPDase du coeur de boeuf car d'autres chercheurs ont observe
un comportement semblable avec des ATPDases d'autres tissus.
Par exemple, la vitesse d'hydrolyse du CDP est 40% celle de 1'ATP
par 1'ATPDase du poumon de boeuf (Picher ei al., 1993) et par
celle des muscles lisses de la trachee de boeuf (Picher et al.,
1994). Toujours relativement a 1'hydrolyse de 1'ATP, Ie CDP n'est
hydrolyse que de 31% par 1'ATPDase des synaptosomes du cortex
cerebral de rat (Battastini et al., 1991). II est difficile d'expliquer
la raison de tout cela. Ce comportement des ATPDases avec Ie
CDP sera probablement clarifie lorsque la structure tertiaire de
1'enzyme sera modelisee. La figure 11 montre egalement que
1'hydrolyse des nucleosides monophosphates est presque nulle.
C'est une des caracteristiques des ATPDases. De plus la
combinaison d'ATP et d'ADP dans Ie milieu d'incubation n'a aucun
effet d'additivite sur la liberation de phosphate inorganique. Ceci
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prouve que 1'hydrolyse de ces deux substrats s'effectue au meme
site catalytique. La courbe de denaturation par la chaleur de la
figure 12 demontre encore une fois, mais de fa9on indirecte, que
1'hydrolyse de 1'ATP et de 1'ADP s'effectue par Ie meme site
catalytique. De plus. Ie profit de la figure 12 est parfaitement
superposable avec Ie profil obtenu pour les ATPDases de 1'aorte de
boeuf (Cote et a/., 1992), du poumon de boeuf (Picher et al.,
1993) et celui de la trachee de boeuf (Picher et al., 1994).
La confirmation ultime de 1'identite de cette enzyme, a savoir
qu'elle est effectivement une ATPDase, vient du Western blot
represente a la figure 13. Sur cette figure, la detection a ete
effectuee a 1'aide d'un anticorps dirige contre la sequence du N-
terminal de 1'ATPDase du pancreas de pore (type I). L'anticorps a
reconnu specifiquement deux bandes, 1'une a 54 kDa et une autre a
78 kDa. Ces deux bandes correspondent respectivement a
1'ATPDase de type I que 1'on retrouve dans Ie pancreas de pore et a
1'ATPDase de type II que 1'on retrouve dans les muscles lisses et
les cellules endotheliales de 1'aorte de boeuf. A 1'aide de ces
memes anticorps, la localisation immunohistochimique de 1'enzyme
a ete effectuee et, tel que montre a la figure 14, 1'enzyme semble
etre localisee sur la membrane plasmique des cardiomyocytes ainsi
que sur la membrane plasmique des fibres de Purkinje. Des
informations supplementaires sur la localisation cellulaire du site
actif de cette enzyme ont recemment ete obtenues a partir d'etudes
moleculaires. En effet. Ie gene codant pour 1'ATPDase a recemment
ete clone (Wang et Guidotti, 1996) et il correspond au gene de la
proteine CD39. Cette derniere est un marqueur de la surface
cellulaire des lymphocytes. De plus, 1'expression du cDNA de
1'ATPDase ou du CD39 dans les cellules humaines COS demontre
hors de tout doute qu'il s'agit d'une ectonucleotidase qui possede
les deux types d'activites ATPasique et ADPasique. Ces
observations confirment Ie fait que 1'ATPDase est une ectoenzyme
et appuient les observations prealablement effectuees sur les
cellules musculaires lisses de la trachee de boeuf (Picher et al.,
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1994). Cependant, a la figure 14b, on observe par
immunolocalisation une reponse positive dans Ie cytoplasme des
cellules. Ce signal positif est peut-etre imputable au transport
vers la membrane plasmique de 1'ATPDase nouvellement
synthetisee. Une autre hypothese serait qu'il existe une forme
soluble de 1'ATPDase. Cela pourrait expliquer la presence
d'acivite ADPasique dans Ie surnageant cellulaire (S2) observee au
cours de la purification (tableau 1).
Cette demonstration de la presence d'une ATPDase dans Ie coeur
amene de nouvelles questions concernant la source des nucleotides
extracellulaires dans cet organe, sa localisation histologique et sa
fonction. Les nucleotides extracellulaires peuvent potentiellement
avoir comme origine les cellules myocardiales intactes ou
endommagees ou bien les tissus nodaux et conducteurs. Les
nucleotides peuvent egalement provenir du systeme circulatoire
lui-meme. En effet, une augmentation de la concentration de
nucleotides, tel que 1'ATP, a ete observe dans la circulation en
moins de 5 minutes apres un exercice physique intense (Parkinson,
1973). Une fois relache, 1'ATP et ses metabolites (ADP, AMP,
adenosine et adenine) exercent des effets physiologiques via les
purinorecepteurs. La localisation immunohistochimique demontre
que 1'ATPDase est localisee strategiquement autant sur les
membranes plasmiques des cellules myocardiques banales que sur
les fibres de Purkinje. En considerant la tres forte affinite de
1'ATPDase pour 1'ATP et 1'ADP et en considerant sa localisation, il
est possible de conclure que cette ATPDase est capable d'effectuer
une conversion rapide de 1'ATP en AMP dans 1'environnement
immediat des fibres de Purkinje et des cellules myocardiales. Ceci
permettrait done d'eliminer Ie danger de deterioration des cellules.
Ce danger etant imputable a la presence d'une tres forte
concentration d'ATP et d'ADP dans 1'environnement immediat de la
cellule. En meme temps, 1'enzyme permet de supprimer rapidement
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les effets physiologiques medies par les purinorecepteurs de type
P^, induits par 1'ATP dans Ie ventricule et les vaisseaux sanguins.
On peut croire qu'a mesure que la concentration d'ATP et d'ADP
decroit, la 5'-nucleotidase convertirait 1'AMP en adenosine,
favorisant ainsi 1'activation des purinorecepteurs Pi ou 1'entree de
1'adenosine dans les cellules par 1'entremise des transporteurs
membranaires.
Dans une revue recente, Belardinelli et al., (1995) ont decrit les
effets de 1'adenosine sur les cellules cardiaques. Certaines
generalisations concernant les reponses electrophysiologiques a
1'adenosine des cellules ventriculaires peuvent etre resumes ici.
Premierement, 1'adenosine seule n'a pratiquement aucun effet sur la
duree du potentiel d'action et sur la force de contraction des
cellules ventriculaires qui ne montrent pas une activation des
courants potassiques induits par 1'acethylcholine et 1'adenosine.
Deuxiemement, 1'adenosine ecourte la duree du potentiel d'action
chez les myocytes qui possedent un courant potassique active par
1'acetylcholine et 1'adenosine ("Acetylcholine and adenosine-
regulated potassium outward current"), ceci etant suffisant pour
causer une reduction de la force de contractilite. Troisiemement,
1'adenosine et ses analogues sont des antagonistes potentiels de
1'effet inotrope positif induit par les catecholamines (adrenaline et
noradrenaline) sur Ie myocarde ventriculaire. Selon Bellardinelli
et al. (1995), il est raisonnable de penser que 1'action
antiarythmique et 1'action proarythmique de 1'adenosine dans Ie
coeur des mammiferes sont les resultats d'une activation directe de
1'entree des ions potassium dans les cellules supraventriculaires et
d'une inhibition de la stimulation des courants ioniques dans Ie
myocarde auriculaire et ventriculaire. Bien sur, 1'ATPDase nest
pas la seule ectonucleotidase qui convertit 1'ATP et 1'ADP en
adenosine dans Ie coeur. Cependant, de par ses proprietes
biochimiques, cette enzyme semble etre un contributeur majeur
dans ce processus de conversion des nucleotides extracellulaires.
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CONCLUSION
Les deux objetifs de cette etude out ete atteints. Premierement,
1'activite ADPasique des cellules du coeur de boeuf a ete purifiee.
Deuxiemement, la preparation enzymatique obtenue a ete
caracterisee. La purification et la caracterisation de 1'activite
ADPasique dans Ie coeur ont confirme 1'hypothese de depart a
savoir qu'une ATPDase est responsable de 1'activite ADPasique a
la surface des cellules cardiaques. En effet, a partir de la colonne
DEAE, une copurification des activite ATPasique et ADPasique fut
observee. Les points suivants constituent les arguments principaux
servant a confirmer 1'hypothese: (1) 1'enzyme hydrolyse
efficacement les triphospho-et diphosphonucleosides mais non les
nucleosides monophosphates; (2) il n'y a pas d'effet d'additivite sur
la liberation du phosphate inorganique lorsque 1'ATP et 1'ADP sont
presents en meme temps dans Ie milieu d'incubation; (3)le profit de
denaturation de 1'enzyme par la chaleur est Ie meme pour les deux
types de substrats (ATP et ADP); (4) 1'electrophorese en
conditions non-denaturantes montre une migration identique pour
les activites ATPasique et ADPasique; (5) un anticorps specifique
a 1'ATPDase du pancreas de pore a reagi positivement avec la
preparation purifiee du coeur. En plus d'identifier 1'ATPDase dans
Ie coeur, les tests d'immunohistochimie ont permis d'effectuer sa
localisation precise dans Ie tissu. Ainsi, comme il etait presume,
1'ATPDase est presente a la surface de la membrane plasmique des
cellules myocardiques banales. Elle est aussi presente sur la
membrane plasmique des cellules constituant Ie tissu conducteur,
plus precisement les fibres de Purkinje. II est important de noter
que les resultats presentes ici laissent suspecter la presence de
deux isoenzymes dans Ie myocarde. II serait bon de verifier cette
hypothese dans une recherche future.
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Ces observations soulevent de nouvelles questions sur Ie role de
1 adenosine et de 1'ATP au niveau de la transmission des influx
dans Ie reseau des fibres de Purkinje. De plus. Ie controle de la
concentration de 1'ATP et de 1'ADP extracellulaires dans
1'environnement immediat des fibres de Purkinje semble etre d'une
importance capitale etant donne Ie niveau eleve de 1'ATPDase a la
surface de ces cellules. En effet, 1'ATPDase, en convertissant
1'ATP en adenosine, annule les effets physiologiques medies par
les purinorecepteurs Pi et induit des reponses physiologiques
medies par les purinorecepteurs Pj. Ainsi, la puissance de
contraction du myocarde de meme que 1'apport d'oxygene vers les
tissus peuvent etre adaptes au besoin immediat du coeur.
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